(Istituto L’Igiene della R. Università di Cagliari.— Direttore Prof. D. OTTOLENGHI) 



Estratto da “L'IGIENE MODERNA,, - Anno XII n. 7-Luglio 1919. 


Stabilimento ANGELO PAGANO - Genova 




(Istituto d’igiene della R. Università di Cagliari — Direttore Prof. D. OTTOLENGHI) 


D.OTTOLENGHI 


Alcune osservazioni sulla coltura dei batteri anaerobi in presenza d’aria 


À. É. Wright (1), .esponendo tempo 
fa, dinanzi alla R. Società- Inglese di 
Medicina, una serie di ricerche fatte da 
lui e dai suoi collaboratori sulle condi¬ 
zioni che governano lo sviluppo del bac. 
dejla gangrena gassosa, metteva in pàr- 
tìcólaré evidenza il fatto che questo 
germe, per quanto anaerobio, può es¬ 
sere coltivato in contattò dell’aria se si 
aggiungono al brodo sia dèi pezzetti di 
palata, come dimostrò Ori, sia svaria¬ 
tissimi altri materiali, come': un flocco 
di cotone, un chiodò arrugginito, un 
capillare di vetro contenènte una pic¬ 
cola' quantità di diluzione di coltura, 
pézZèlti di carota, di fagiolo, di pane, 
di càvolo, di formaggio, un pò di terrà 
ecc. Il fatto chè sostanze così profon¬ 
damente diverse siano tuttavia capaci 
di offrire le condizioni necessario per 
lo sviluppo di' un germé anaerobio in 
presenza dell’aria, pare a Wright che 
non Si pòssa spiegare, come fanno i più, 
con l’invocare la loro azione"riduttrìcè 
ma cbé là causa ne sia, cori ogni pro¬ 
babilità, meccanica, e precisamente 
questa, che ognuna di tali sostanze 
contiene molte piccole cavità in cui i 


batteri possono annidarsi, e concen¬ 
trando le loro attività chimiche su una 
frazione del mezzo di coltura, preparare 
e favorire il loro sviluppo e la loro 
moltiplicazione. 
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Uno dei ~ collaboratori dì Wright, 
Fleming, insieme a Douglas e a Cole- 
brook, in un successivo lavoro (2) hà 
svolto ampiamente il concetto del Mae¬ 
stro, e con diverse esperienze sul b. 
perfringes, su un b. simile ad esso, sui 
b. dell’edema maligno, su un b. pseu¬ 
dotei anico e su altri germi anaerobi non 
classificati, ha dèdotto una serie dios- 
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servazioni delle quali le più significative 
sono le seguenti: 
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1. oltre i materiali organici, come 
patate, uva, carote, crusca e forse anche 
il suo estratto alcoolico, consentono lo 
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sviluppo degli anaerobi in contatto del¬ 
l’aria molte, sostanze inerti, che hanno 
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appunto il carattere comune di essere 
porose (amianto, cotone, filacce, spugna, 
carbóne di legno, gesso, sabbia, car¬ 
tone, sughero, chiodi arrugginiti), op¬ 
pure di contenere cavità assai fine (tubi 
di vetro capillari). 

Non sempre, è vero, i reperti sono 


(1) Lancet, 1917, 6 Gennaio. 


(2) Lancéfc, 1917, 6 Ottobre. 
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positivi o costanti: così il b. dell’edema 
maligno non si sviluppa in presenza di 
stoppa, spugna, sughero, sabbia, car¬ 
tone, e anche un b. pseudotetanico non 
vi riesce con la spugna, col sughero e 
col cartone; così, d’altra parte, nè la 
carta bibula, nè il tessuto khaki si di- 
mostrano attivi con alcuni dei germi 
sperimentati. Ma gli AA. ritengono che 
tutto ciò deve dipendere dal fatto che 
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codesti materiali ad azione, diremo, va¬ 
riabile, sia. per il modo con cui erano 
stati usati sia per effetto della steriliz¬ 
zazione subita, non presentassero cavità 
atte a servire di nido ai germi. E a 
riprova di ciò comunicano altri espe¬ 
rimenti in cui risultò che l’amianto in 
fiocchi- agisce tanto meglio quanto è più 
stipato e abbondante nel brodo. 

2. il rperfringrens e altri anaerobi 
non classificati, seminati nel brodo co¬ 
lorito con bleu di metilene o con solfo 
indigotato sodico, lo decolorano mentre 
si moltiplicano, e se la coltura è fatta 
in bròdo contenente un fiocchetto di 
amianto, lo scolorimento si manifesta 
da prima in vicinanza di questo : il 
che dimostra che i germi si sviluppano 
anzitutto entro le maglie del fiocchetto 
d’amianto producendovi per proprio 
conto una sostanza riducente, la quale 
varrà poi a rendere tutto quanto il 
substrato favorevole alla diffusione del¬ 
l’anaerobio, precisamente come aveva 
già affermato Wright. 

A questi lavori tenne dietro ben 
presto uno di Wolf e Harris (1) i quali 
occupandosi in modo speciale del b. 
perfringens , hanno rilevato che questo 
germe — com’era già noto — non è 
un anaerobio stretto, e che lo si può 
coltiva ve con facilità nei tubi di brodo, 
sterilizzato da poco, se si ha cura che 
il liquido si trovi' in alto strato e in 


tubi stretti o che in qualsiasi altra ma¬ 
niera vi sia reso difficile il ritorno del¬ 
l’ossigeno atmosferico dopo la steriliz¬ 
zazione. 

Ma, aggiungevano, vi è per ogni 
anaerobio un certo valore di tensione 
dell’ossigeno nel mezzo colturale, oltre 
il quale il batterio non può prosperare, 
sicché l’idea di Wright che, potendosi 
ottenere la coltura degli anaerobi in 
presenza dell’aria, si dovrebbe abban¬ 
donare il principio terapeutico di com¬ 
battere gli anaerobi combattendo le con¬ 
dizioni anaerobiche, è da considerarsi 
come paradossale. 

A parte quest’ultimo punto, sul 
quale non intendo indugiarmi, si deve 
avvertire anzitutto che i fenomeni de¬ 
scritti e i concetti esposti da • Wright 
e dai suoi allievi non sono per vero 
interamente nuovi. 

Infatti Wrzòsek nel 1907 (1), sot¬ 
toponendo a nuove prove i brillanti re¬ 
sultali del Tarozzi e di Ori, aveva già 
notato clie la coltura degli anaerobi in 
presenza dell’aria si ottiene facilmente 
aggiungendo al brodo (non glucosato) 
diversissimi materiali, come tessuti ani¬ 
mali e vegetali freschi o riscaldati a 
120° (2), semi di piante, carbone, gesso, 
ferro, e, in molto minor grado," zinco. 
Egli peraltro dichiarò che questi ef¬ 
fetti erano dovuti al potere riducente 
di tutti codesti materiali; potere ridu¬ 
cente, che si svela- facilmente aggiun¬ 
gendo al brodo una certa quantità di 
soluzione di bleu di metilene. 

E Hata (3), riprendendo l’anno se¬ 
ti) Central, f. Bakter. I Abth., Orig., Bd. 
43, pag. 17 e Bd. 44 pag. 607. 

(2) Questo particolare era già stato messo 
in luce dal Bandini (Giornale della R. Accad. 
di Med. di Torino, anno 69, fase. 6-7. 

(3) Centralb. f. Bakter., I Abth., Orig., Bd, 
46, pag. 539. 


(1) Lancet, 1917, 24 Novembre. 
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guente lo stesso argomento, rilevava 
fra l’altro'che sé il brodo addizionato 
prima di pezzetti di fegato/ secondo il 
procedimento Tarozzi, viene poi filtrato, 
perde tanto più il potere di agevolare 
lo sviluppo degli anaerobi quanto più 
perfetta è slata la filtrazione, cioè quanto 
più compiei amen te sono state tratte¬ 
nute dal filtro le minute particelle di 
tessuto epatico, che dal pezzo di fegato 
si sono diffuse da principio nel brodo. 
D’altro lato, poiché si riesce pure a far 
sviluppare gli anaerobi in brodo con- 
tenehte un fiocco di cotone, che venga 
seminato subito dopo la sterilizzazione, 
mentre ciò non si ha se il brodo non 
presenta corpi solidi sospesi, Hata ne 
concludeva che probabilmente il pro¬ 
cesso dell’anaerobiosiin contatto dell’aria 
deve interpretarsi come il risultato di 
vari fattori che sono : il potere ridu¬ 
cente delle sostanze aggiunte al brodo, 
o, comunque, l’avvenuta riduzione di 
questo— la presenza di particelle so¬ 
lide che costituiscono un riparo per i 
germi, una sorta di ostacolo alla libera 
ventilazione del substrato — la produ¬ 
zione per opera degli stessi germi di 
sostanze con proprietà riducenti, che 
contribuiscono a trasformare tutlo il 
mezzo di coltura in ambiente adatto 
alla moltiplicazione degli anaerobi. 

Come si vede, vi è qui una pro¬ 
fonda analogia con il principio poslo 
da Wright, salvo che questi ha insi¬ 
stito nel dare una paiate assai più co¬ 
spicua all’esistenza di recessi ove i ger¬ 
mi raccogliendosi insieme possono, per 
mezzo di azioni chimiche attive e pas¬ 
sive,: resistere, poi vincere l v àvversità 
o la pressione batterio tropica rappre¬ 
sentata dall’ossigeno e dalle altre con¬ 
dizioni contrarie all’anaerobiósi che si 
incontrano nelle colture o nei tessuti 
in presènza dell’aria. - ' 


La questione anche in considera¬ 
zione del significato che poteva avere 
per il trattamento della gangren.a gas¬ 
sosa e delle ferite se diche in genere, 
mi parve pertanto degna di nuove in¬ 
dagini, che iniziai subito dopo la pub¬ 
blicazione dell’articolo di Wright, ma 
che per varie ragioni, conclusi solo in 
questi ubimi mesi. 

. - i 1 • ». . « * -1 '.(i, • •. 
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Le prime mie prove consisteret- 
tero, naturalmente, nella ripetizione di 
quelle eseguite da Wright, .con questa 
variante che quale germe da esperi¬ 
mento, prescelsi — almeno prevalente¬ 
mente — il bacillo del tetano. Poiché 
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a me sembrava necessario decidere su¬ 
bito, con un batterio stimato uno dei 
più esigenti fra gli anaerobi patogeni, 
se le particolari condizioni da quell’A. 
dichiarate sufficienti per la vita degli 
anaerobi, siano da considerarsi tali in 
senso direi assoluto, o non solamente 
relativo a microbi piu o meno facil¬ 
mente adattabili alla vita aerobica. Non 
nego che anche il b. del tetano sia ca¬ 
pace di assuefarsi a vivere senza spe¬ 
ciali artifici in libero contatto con l’os¬ 
sigeno atmosferico, ma si richiedono 
perciò sforzi non-lievi; sicché il suo 
comportamento nel passaggio repentino 
dalla vita anaerobica propriamente detta 
alla aerobica tipo Wright non può riu¬ 
scire significativo. Vedremo, del resto, 
che anche altri anaerobi., meno esigenti, 
hanno dimostrato qualità analoghe a 
questo germe. 

Debbo aggiungere ancora che man¬ 
cando nell’articolo di Wright precise 
indicazioni sull’età, composizione ecc. 
dei terreni colturali, mi credetti in ob¬ 
bligo di saggiarli in condizioni assai 
svariate, le quali però furono princi- 
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palmente queste: brodo preparato con 
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infuso di carne, con o senza glucosio, 
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appena sterilizzalo oppure vecchio di 
qualche giorno o di settimane, in alto 
strato in provette di piccolo calibro op¬ 
pure in provetto ampie e in strato di 
pochi cen^metri. 

Anche per quanto riguarda l’ab¬ 
bondanza della semina, non vi è, nei 
lavori citati, alcuna indicazione, eccetto 
che in quello di Wolf e Harris, ove si 
parla di cm. 3 0.1 di liquido di coltura. 
Qra, è evidente che per chiarire le 
questioni di cui ci occupiamo, bisogna 

qv^tarq di recare, insieme alla semina, 

parti un pò rilevanti $ell'antico sub¬ 
strato? e anche di seminare molti germi, 
poiché una parte di essi, pur morendo, 
prepara ai superstiti materiali ad azione 
riducente che possono essere salutari 
allp sviluppo di questi ultimi (1). 

D,al canto mio ho usato per la se¬ 
mina colture anaerobiche in brodo, ot¬ 
tenute o mediante la estrazione del- 
Taria o con raggiunta di fegato, pre¬ 
levandone il materiale .dall’alto dopo 
aver agitato e poi lasciato riposare 15’- 
20 ’ e più il liquido; e, quanto alla ric¬ 
chezza della semina stessa, essa fu di¬ 
versa nei diversi esperimenti, come ve¬ 
dremo tra breve. 
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L’età delle colture oscillò tra pochi 
giorni a più mesi. 

Per ciò che riguarda i materiali da 
aggiungersi al brodo, ne provai mol¬ 
tissimi, soffermandomi specialmente su 
quelli, che, essendo porosi, secondò Hata 
e Wright dovrebbero offrire le condi¬ 
zioni più favorevoli all’attecchimento 
degli anaerobi. Essi furono, fra i ma- 
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(\) Si confronti quanto ho esposto a pro¬ 
posto dello sviluppo del bacillo del carbonchio 
nei sieri batterici addizionati di glucosio (Atti 
dell'Acpad. del Fisioc. in Siena, 1911 N. 7.) 


terialì inorganici; mazzetli di tubicini 
capillari (li vetro, pezzetti di pietra po- 
micé, matassine di amianto o di lana 
di vetro, polvere di quarzo, polvere di 
talco, chiodi con abbondante pipato (li 
ruggine, limatura di ferro, di zinco, di 
alluminio, fascetli di fili c^i ra,me o di 
alluminio, zinco e magnesio- granular?, 
e, fra i materiali organici: spugpa, 
tessuti di lana e di cotone, parta bibula, 
cartone, farina, carbone e polvere $ 
carbone di legno, scheggie leggo, 
sughero. 

V.O/, /-T. • *• . . 

Ma quantunque tutti questi n,J,ate- 
riali offrissero ricettacoli di ogni di- 
mensione, non vi ottenni lo sviluppo 
del b. del tetano, eccetto 9 ,he con al¬ 
cuni metalli • di cui dirò appresso - 
e hidipendentemente dall#, presenza $i 
cavità, e eccezionalmente un$ sola, volta 
con brodo glucosato contenente un fioc¬ 
chetto di cotone. Per escludere ogni 
causa d’errore e anche ogni cagione di 
divergenza dalle osservazioni di Wright, 
la semina in tutti questi saggi fu fatta 
ora nel brodo in cui erano immergi 
quei materiali ed ora direttamente nei 
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materiali stessi aggiungendovi più tardi 
il brodo, con ogni cautela per non ae¬ 
rarlo troppo. 

Per quanto in questa seconda ma¬ 
niera i germi venissero portati con ogni 
sicurezza appunto in quelle anfrattuosita 
cui Wright ascrive tanta importanza, 
nondimeno i risultati furono parimenti 
negativi. Del resto neppure l’idea di Hata 
che le colture alla Ori, cioè con brodo 
addizionato di poi tiglia di fegato riescano 
sopratutto a cagione delle particelle di 
poltiglia che restano sospese nel sub¬ 
strato, é pienamente esatta, Io sono riu¬ 
scito infatti ad ottenere lo sviluppo del 
bacillo del tetano in, provette di brodo, 
anche quando Tomulsione del fegato ne 
veniva separata, mettendola entro sac- 
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ctietti di collodion, nel modo seguente: 
prendevo una provettina di vetro, cui 
avevo praticati tutt'intorno molli fori, 
poi ravvolgevo con carta bibula, rico¬ 
perta e fissata bene da uno strato non 
troppo grosso di collodion, la riempivo, 
dopo sterilizzazione, con emulsione di 
fegato mescolata a un pò di brodo e 
poi la calavo in una provetta più grande 
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con tanto brodo, che le giungesse qual¬ 
che centimetro sotto l’orlo, e che ve¬ 
niva poi seminato con b. del tetano : 
quindi ogni giorno facevo preparati dal 
brodo all’interno e all’esterno della pro- 
' vettina, in modo da assicurarmi che 
l’eventuale sviluppo del tetano non fosse 
dovuto a qualche falla nello strato di 
collodion, attraverso alla quale fosse 
pure passata un pò di emulsione di fe¬ 
gato. Ebbene, procedendo in tal ma¬ 
niera, in alcune prove, come dicevo, 
ho avuto sviluppo del b. del tetano, 
sebbene con ritardo, solo nel brodo che 
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si trovava intorno alla provetta con¬ 
tenente la poltiglia di fegaio. 

Bisogna dunque ammettere che lo 
sviluppo del b, tetanico in presenza di 

poltiglia di fegato é dovuto a un quid 
.diffusibile attraverso il collodion secco, 
ma non dipende necessariamente dalle 
particelle solide della poltiglia., 

< “* ; . r -’ • # 
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Ho notato prima che le ricerche 
indirizzate a controllare l’asserzione di 
Wright furono eseguite principalmente 
col : b. del tetano. Debbo ora dichiarare 
che resultati assai simili ebbi pure con 
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; al tri anaerobi, e anche con lo stesso b. 
perfringens, del quale si era più parti¬ 
colarmente occupato appunto il Wright. 
Cioè si pup bensì veder sviluppare 
questo batterio in brodo glucosato con¬ 
tenente un flocco di amianto e un pò 


di sabbia quarzosa oppure dei tubi di 
vetro capillari, ina quando è evidente 
che vi concorrono condizioni assai fa¬ 
vorevoli, all’infuori della struttura di 
tali materiali. Vi si riesce con l’amianto 
quando — o per aver usato una semina 
abbondante o per averlo fatto espres¬ 
samente — i germi vengono a trovarsi 
entro e sotto la massa dell’.amianto, 
ove la riossigenazione del brodo dopo 
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la sterilizzazione si compie con molta 
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lentezza (1) e si può quindi verificare 
uno stato di più o meno profonda ri¬ 
duzione, sufficiente a questo germe non 
esigentissimo. Vi si riesce mettendo nel 
brodo tubi capillari pieni eli coltura (2); 
ma allóra si tratta di un ulteriore svi¬ 
luppo dei germi seminati in condizioni 
di continuare a produrre, come in ogni 
coltura, sostanze ad azióne riducente, 
che formano mano mano intorno ai ca¬ 
pillari una zona sempre più ampia pro¬ 
pizia all’a ttecchi mento del perfringerts. 
Vi si riesce anche con la sabbia quar-. 
zosa, ma quando la semina è mólto ab¬ 
bondante e va perciò a formare in fondo 
alla provetta e in mezzo alla sabbia, 
ove la ventilazione è minima, un nucleo 
discreto di sostanze già per sé adatte 
alla vita dei germi e alle loro funzioni 
biologiche, fra le quali vi è pure la già 
ricordata formazione di prodotti, in 
gran parte gassosi, che modificano op¬ 
portunamente il substrato nutrizio. Un 
fenomeno questo, accennato da Hata è 
da altri, e che si può sorprendere con 
ogni evidenza nelle colture aerobiche 


(1) Se un tubo di brodo contenente so¬ 
speso un flocco di amianto e colorato con bleu 
di metilene si sterilizza all'autoclave, si vedrà 
che il brodo .sotto all’amianto viene scolorato 
.e non comincia a ricomprarsi che 3-4 giorpi 
più tardi. 

(2) In queste condizioni speciali si può 
avere anche lo sviluppo del bacillo del tetano. 


di b. tetanico in brodo colorato con bleu 
di meteline, ove appena si è ottenuto 
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l’attecchimento, si vede intervenire per 
opera dell’H 2 S prodotto da quel microbio 
una rapida decolorazione del bleu di 
metilene fin quasi alla superficie del li¬ 
quido, segno chiaro dell’avvenuta ridu¬ 
zione del substrato, che ' è una delle 
precipue condizioni per la vita degli 
anaerobi. Sicché se ad alcuni di que¬ 
sti trapiantati in un liquido nutrizio 

x. , ’i * . - . 

( aereato, è dato modo di sopravvivere, 
ben presto il liquido stesso ne verrà 
trasformato cosi da consentire il loro 
ulteriore sviluppo e la loro moltipli¬ 
cazione per quanto nuovo ossigeno 
deir.aria tenda a disciogliersi nel sub¬ 
strato e .a riossidarlo. Tutto sta dunque 
a superare quel primo stadio: per il 
che Wright stima bastare un buon ri¬ 
fugio meccanico ai germi, mentre è 
evidente che questo non può rappre¬ 
sentare se non un aiuto, in quanto serve 
a favorire l’accumulo di quei prodotti 
del metabolismo batterico che modifica 

in senso favorevole Tambiente, ma che 

• ✓ * 

devono pur formarsi per l’attività vi¬ 
tale; dei germi, la quale richiede la 
presenza di un primo nutrimento o di 
un primo substrato convenientemente 
ridotto. 

Onde si spiega perchè i resultati 
delle colture in liquidi contenenti ma¬ 
teriali porosi possono variare da volta 
.a volla, a seconda dello stato e della 
costituzione del terreno nutrizio, a se- 

V. ' • W *• • V | 

.conda della quantità di detti materiali 
e della loro qualiià, e via dicendo. 


Ho già accennato come, a diffe¬ 
renza degli altri materiali provati, ab¬ 
biano dato resultati positivi alcuni me¬ 
talli. Il ferro peraltro si mostrò come 


era stato notalo già da Wrzosek.e da 
Hata, attivo in assai maggior gradò 
di tutti, e non solo allo stato polveru¬ 
lento, ma anche sotto la forma assai 
più comoda di spilli, o di aghi o di 
chiodi; cosi che in seguito mi valsi so¬ 
lamente di chiodi lunghi 4-5 crn., di cui 
uno solo era già sufficiente a trasfor¬ 
mare in substrato per anaerobi una 
comune provetta di brodo. Nè occor¬ 
reva affatto che i chiodi fossero rive¬ 
stiti di uno strato di ruggine: corri¬ 
spondevano ugualmente bene quelli per¬ 
fèttamente nuovi, sterilizzati a secco 
oppure in corrente di vapor d’acqua, 
da soli o anche insieme al brodo. ' 

La- ragione di questo comporta¬ 
mento non mi è intieramente chiara. 
Si sa che il ferro ha la proprietà di 
assumere l’ossigeno libero e di scom¬ 
porre l’acqua mettendo in libertà idro¬ 
geno: ma è diffìcile dire se e come si 
manifesti tale proprietà nei brodi di 
coltura, sopratutto per la loro reazione 
alcalina, che è contraria all’attacco del¬ 
l’acqua da parte del ferro. Accettabile 
senz’altro è invece il concetto, espresso 
anche da Hata, che il brodo - comune 
contenente ferro metallico diventi atto 
allo sviluppo degli anaerobi anche per 
opera dell’azione riducente degli ossidi 
di ferro' — e io direi più largamente 
e forse più esattemente: dei sali ferrosi, 
poiché parteciperanno anche i carbo¬ 
nati ferrosi — che vi si vanno rapida¬ 
mente formando. 

Invero, si può ottenere lo sviluppo 
del b. tetanico in brodo tanto in pre¬ 
senza di ferro metallico, quanto ag¬ 
giungendovi al momento un pò di quella 
poltiglia di composti di ferro, che si 
accumula nel fondo di una provetta di 
brodo contenente da più giorni un chiodo. 

Nel caso speciale del tetano accade 
però talvolta che la aggiunta dì un 
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chiodo ad una provetta di brodo, in 
cui è stato seminalo questo germe, non 
sempre sia seguita da sviluppo o, più 
frequentemente, che esso tardi molti 
giorni a manifestarsi, mentre si otten¬ 
gono resultati assai più sicuri e col¬ 
ture più rigogliose, se il brodo viene 
addizionato di un pò di glucosio (l-2°/ 0 ). 
in questa sostanza si deve vedere an¬ 
zitutto un alimento, ma anche un mezzo 
non trascurabile di riduzione del sub¬ 
strato, come è facile riconoscere me- 7 ' 
diante la prova del bleu di metilene. 
Si prenda infatti una serie di provette 
sterilizzate d’ acqua distillata debol¬ 
mente colorata con bleu di metilene e, 
portando allo stesso volume, si aggiunga 
o glucosio o chiodi o l’uno e l’altro, in 
ambiente alcalico, ed ecco quanto si 
osserverà: • ; 


Acqua distillata . . resta colorata 

' » 4- carbonato sodico (rea¬ 

zione debolmente alcalina) 
resta colorata. 

» 4- glucosio 1 °/o resta co- 

^ lorata. 

» 4- carbonato sodico 4* glu¬ 

cosio 1 % scolora per 
alcuni centimetri. 

» 4- chiodo si scolora per 

quasi l’altezza del chiodo. 

» 4- chiodo 4- carbonato so¬ 

dico si scolora il fondo. 

> -1- glucosio 1 % scolora 

per l’altezza del chiodo. 

» 4- chiodo + glucosio di 1 °/ 0 

4- carbonato sodico si sco- 

• lora 2 cm. sopra il chiodo. 

» 4- carbonato di calcio non 

si scolora. 






» 





' 4- carbonato di calcio 4* 
chiodo come con carbonato 
sodico è chiodo. 

4- carbonato' di calcio 4- 



glucosio 1 % scolora un 
. pò il fondo. •’ ■' ’ | 

Acqua distili. 4- carbonato di calcio .4- 

chiodo + glucosio 1 % si 
scolora oltre l’altezza del 
chiodo. 

Questi i resultati che si hannò 
dopo 1 giorno alla temperatura am¬ 
biente, eccetto per carbonato di calcio 
4- glucosio, nel qual caso lo scolori¬ 
mento comincia ad osservarsi solo dopo 
tre giorni. Se poi le provette vengono 
lasciate a sè per diverso tempo, si nota 
che il primitivo scolorimento va dimi¬ 
nuendo alquanto ; ma in presenza dì 
carbonato sodico, glucosio e chiodo 
ossia, per l’appunto' nelle condizioni - 
corrispondenti a quelle-che, nelle col¬ 
ture del b. tetanico, hanno dato mi¬ 
gliori i risultati: brodo glucosato, alca¬ 
lino per carbonato sodico + chiodo — 
non si hanno variazioni ossia la ridu¬ 
zione persiste intensa anche dopo 20 
giorni. • • ; 

Prove analoghe eseguite con rame, 
zinco e alluminio, hanno dimostrato 
solo in quest’ultimo scarso potere di 
decolorazione pel bleu di metilene, in 
pieno accordo con la loro poca o punto 
utilità per le colture degli anaerobi. 


Frattanto i resultati veramente 
buoni ottenuti mediante l’aggiunta di 
ferro al brodo per la coltura del b. te¬ 
tanico, mi persuadevano a ricercare se 
codesto artifizio era utile anche per 
altri anaerobi patogeni e potesse soste¬ 
nere il confronto con i metodi corren¬ 
temente in uso. . 

I germi, saggiati a tale scopo, fu¬ 
rono il bacillo del tetano, il b. del car¬ 
bonchio sintomatico, il b. dell’edema 
maligno, il b. della gangrena gassosa 


\ 
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(b. di Welch o ,ò. yerfringens) e il b. 
botulino; e i .metodi di coltura il me¬ 
todo Tarozzi, il metodo Ori e il metodo 
Hata al solfito sodico, che consiste — 
come,è noto — semplicemente .nell’ag¬ 
giunta di un pò di soluzione di solfito 
sodico al brodo comune. 

In alcune prove il brodo era usato 
subito dopo la sterilizzazione in auto¬ 
clave e il successivo raffreddamento ra¬ 
pido, ma dati gii scopi pratici che mi pre¬ 
fìggevo preferì di solilo la semplice bolli¬ 
tura a B. M. per 2 -,5. minuti, oppure 
nessun trattamento speciale. Delle molte 
rienze eseguite basterà riferire sola¬ 
mente le conclusioni di qualche rilievo, 
che sono queste : 

1. - Il metodo Tarozzi e il metodo 
Ori sono senza dubbio i preferibili 
ed è probabile che gli effetti avuti da 
essi siano cosi buoni, perchè raggiunta 
del tessuto epatico al brodo mentre de¬ 
termina nel liquido colturale le condi¬ 
zioni dell’anerobiosi, rappresenta altresì 
l’apporto ai germi di un alimento di 
prim’ordine, nel quale i prodotti dèl- 
Tautolisi delle proteine — che qui si 
compie — hanno forse posto cospicuo 
se si tien conto di alcune recenti ri¬ 
cerche intorno all'utilità degli autoliz¬ 
zati per la coltura dei . batterii in ge¬ 
nere e in particolare degli anerobii (1). 

2. - Anche l’immersione di un’asti¬ 

cella di ferro o di acciaio — più sem¬ 
plicemente di un chiodo — nel brodo 
oppure raggiunta di solfito sodico sono 
mezzi sicuri per rendere questo sub¬ 
strato atto alla coltivazione degli anae¬ 
robi!. .. . 

Per quanto riguarda, ii ferro, 
Wrzosek avrebbe trovato che le col¬ 
ture in presenza di questo metallo non 
sempre danno trapianti positivi in altri 

1 1 ) Cfr. Fàsiani e Zironi - Lo sperimen¬ 
tale 1918, pag. 439. 


terreni, e Hata avrebbe'dimostrato che 
il passaggio del b. tetanico per tre volte 
in brodo con limatura di ferro basta 
a togliergli la proprietà di produrre 
tossina. Peraltro io ho ottenuta buona' 
produzione di tossina tetanica, da un 
germe, che, dopo essere stato trapian¬ 
tato diverse volle di seguito e a lunghi 

o * o, 

intervalli in brodo, con ferro, venne 
- più tardi riportato in brodo con fegato. 

" Quanto poi all’osservazione di Wrzosek, 
occorre ricordare che, nel brodo con 
ferro, la sporificazione di alcuni germi, 
e particolarmente del tetano, vi avviene 
un pò stentatamente e ancor più se il 
brodo contiene glucosio, sicché nelle 
colture molto vecchie può accadere che 
ii trapianto o in brodo con ferro o in 
altri substrati, (brodo -t- fegato) non 
riesce positivo, se non ricorrendo a 

quantità non troppo piccole di coltura 

* \ 

ma è certo però che anche con colture 
in presenza di ferro e vecchie di due 
anni, che erano ridotte a un ammasso 
di ruggine, ho ottenuto trapianti posi¬ 
tivi dopo aver inumidito con un pò di 
brodo quei residui. 

Queslo artifizio delTaggiunla di un 
chiodo ad una provetta di brodo per 
coltivarvi gli anaerobii ha il gran pregio 
della semplicità e dell’applicabilità in 
ogni momento e anche nei Laboratori 
improvvisati. Ritengo perciò che meriti 
di essere ricordato ai batteriologi, con 
l’avvertenza che le colture sono più ri. 
gogliose e precoci in presenza del’l - 
.2 % di glucosio, e che ha una certa 
utilità, senza però essere indispensabile, 
il bollire i tubi di brodo per qualche 
minuto a b. m. avanti di seminarli. I 
chiodi (o altri oggetti analoghi: spilli, 
pezzetii di ferro puliti ecc.) possono es¬ 
sere sterilizzati all’autoclave oppure in 
stufa a secco o facendoli bollire un pò 
a lungo nell’acqua. 
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Cquie dicevo, corrisponde anche 
bene il solfito di sodio proposto da Hata 
e che io ho riesaminato con una certa 
pura. 

E’ pn fatto, che aggiungendo al 
b.rodo piccole'quantità di soluzione di 
solfito sodico, sterilizzala e conservata 
in recipiente ben chiuso, lo si trasforma 
facilmente in sqbstrato per anaerobi; 
rpa è impossibile fissare una volta per 
sempre ia dose ottima di solfito, poiché 
questa è evidepAmento in rapporto con 
la costituzione dpi brodi, ossia con la 
loro alquanto variabile ricchezza ip 
sostanze riducibili (l), 

. Così a me è accaduto di osservare 
che, pur adoperando semP r 0 lo stesso 
volume di brodo, bastava che questo 
fosse di carne di cavallo anziché di bue, 
di una preparazione invece cfie di un’ ai- 


solfito sodico cristallizzato per ogni 10 
cm 3 di brodo di Gàrne. E se si aggiunge 
anche un pò di glucosio, per es, V l % 
le colture riescono meglio; anzi, ordi¬ 
nariamente l’aggiunta di glucosio per¬ 
mette drdiminuire il contenuto di sol¬ 
fito sodico, onde, per es. la presenza 
dell* 1 % di glucosio e del 0,5 % di 
solfito sodico giova più che F I °/ 0 di 
solfito da solo. 

Volendo ora confrontare fra' loro 
questi due metodi, del ferro e del sol¬ 
fito sodico, non v’ha dubbio che il pri¬ 
mo rappresenta un ripiego di maggior 
semplicità e comodità. Non è invece 
possibile dire con sicurezza .quale dei 
due sia superiore per l’esito della col¬ 
tura : in molte esperienze il brodo glu- 
cosalo all’ 1 % eoi ferro (un chiodo) ha 
dato bensì sviluppo più rapido e talora 


tra, per determinare una discreta varia¬ 
zione nell’ottimo di concentrazione di 
solfito. , - . 

Ciò è poi complicato dal fatto che, 
eccettuato — almeno fino ad un certo 
grado — il b. tetanico, gli altri anae¬ 
robi patogeni esaminati da me, e so¬ 
pratutto il b. perfringes, non sono in-- 
differenti a un contenuto appena un 
pò elevato di solfito sodico. E’ un par¬ 
ticolare che si riconosce assai bene 
nelle colture in alto strato d agar, ove 
un piccolo eccesso di solfito vale già a 
diminuire il numero delle colonie che 
si sviluppano e il loro rigoglio; ma 
che è pure assai palese nelle colture 
in brodo. Sicché, nel far colture con 
solfito, è da raccomandarsi di allestirne 
diverse con varie concentrazioni del 
sale, per es. con cm. 0,25 — 0,5 — 1 
— 1,5 di una . soluzione al 10 0 /° di 


anche più abbondante che con solfito, 
e, in altre prove, ha dato colture po¬ 
sitive con semine assai scarse, che in¬ 
vece non si svilupparono in presenza 
di solfito; ma si tratta di differenze 
non grandissime. Onde, se una prefe¬ 
renza ci dev’essere, questa dipenderà 
dal gusto del batteriologo e daU’oppor- 
tunilà del momento. 

3°. Anche in relazione di quanto 
era stato detto da Wright ho ricercato 
se un aumento discreto della viscovità 
dei liquidi colturali bastasse per recare 
buoni effetti per gli anaei’obi, e ho u- 
sato per ciò la gelatina e Pagar nutri¬ 
tivi, che aggiungevo, fluidi e dopo e- 
bollizione a b. m. per qualche minuto, 
nella proporzione del 10 0 /° al brodo, o 
o soli o in presenza di ferro, di solfito 
sodico, di glucosio, di glucosio e solfito, 
sodico. (1). 


(1) Suppongo, naturalmente, che per la 
soluzione di solfito si parta da un prodotto 
puro e convenientemente conservato e con- 


(1) Col solfito si possono ottenere delle 
colture assai belle e dimostrative, per es r di 
tetano in gelatina, in alto strato entro le pi o- 
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Potei così constatare che tanto la 

gelatina quanto Pagar, e specialmente 

questo, rendevano effettivamente più 

fàcile Panaerobiosi, tanto da ottenersi, 
con una certa regolarità, abbondanti 

colture di b. del carbonchio sintoma¬ 
tico, di b, dell’edema maligno, di b. 
perfringem, di b. botulino e anche 
di b. del tetano in brodo glucosato 
contenente solo il 10% di agar. Dal- 
l’èsame di queste colture si ha però la 
impressione che Pagar, piu che con lo 
aumentare la viscosità del w mezzo, agi¬ 
sca in virtù del suo potere di riduzione 
(1) e anche un pò con la formazione 
di ammassi spugnosi in seno al- brodo, 
che ne rallentano i moti convettivi e 
quindi la ossidazione. Qualcosa di si¬ 
mile dovrebbe avvenire pure con la 
•gelatina, perchè spesso fu visto lo svi¬ 
luppo iniziarsi nei recessi fra gelatina 
e vetro della provetta e specialmente 


vette: occorrono in questo caso cm. 3 0,2 - 0,5 
di solfito sodico cristallizzato 10°/ o P er ogni 
10 cm. 3 di gelatina. Si ottengono pure aggiun¬ 
gendo alla gelatina fusa un * chiodo un po’ 
lungo; ma, in questo caso e se si tratta d 1 
tetano, le colonie da prima appaiono come 
punti neri per la presenza del solfuro di ferro, 
dovuto alfazione dell'H 2 S, prodotto dai batteri 
sul chiodo. Più tardi, quando le colonie sono 
più sviluppate, il solfuro di ferro forma un bel¬ 
l’alone nero intorno ad esse. 


(1) Se ad una provetta di agar e di gela¬ 
tina, dopo ebollizione di qualche minuto a b. 
m., si aggiunge un pò di soluzione di bleu di 
metilene, distribuendola uniformemente nella 
massa fusa, e poi ^i fa solidificare rapidamente 
diritta, si vedrà che in capo a qualche tempo 
e più presto nella gelatina, un buon tratto 
del cilindro di agar o di gelatina, verso il 
fondo della provetta, si scolora compieta- 
mente. 11 bleu di metilene torna poi ad ossi¬ 
darsi lentamente nei giorni seguenti : e la ri. 
colorazione si può avere immediatamente e- 
sponendo i substrati scoloriti direttamente al¬ 
l’aria fuori della provetta. 


/ • • * 

fra il fondo di quesla e lo straterello 
di gelatina che vi si era andato a rac¬ 
cogliere. '• . ■ 

Queste sostanze però non danno 
tali vantaggi da compensare la compli¬ 
cazione che portano e l’incomodo della 
minore omogeneità del liquido coltu¬ 
rale. 

4°. Siccome* le prove ricordate fin 
qui erano state eseguite con colture 
bene sporificate e talora formate quasi 
solo da spòrgi ho creduto opportuno di 
saggiare comparativamente il compor¬ 
tamento delle colture giovanissime, e i 
resultati furono in sostanza i medesimi 
salvo forse una maggiore sensibilità 
dei bacilli a fronte delle sporq, che si 
traduce in una minore adattabilità di 

• i y •• 

essi alla coltura in mezzi meno perfetti 
per la vita anaerobica. 


Volendo ora riassumere i resultati 
di queste mie osservazioni, mi pare 
che esse dimostrino come nei concetti 
espressi da Hata, da Wright e dai suoi 
•allievi intorno alle condizioni per lo 
sviluppo degli anaerobi vi è.senza dub¬ 
bio un fondamento di vero, in quanto 
tutto ciò che vale ad impedire la li¬ 
bera circolazione dell’aria nei mezzi 
nutritivi giova pure a mantenerli in 
quello stato di minore ossigenazione e 
quindi minore ossidazione, che pare 
indispensabile aba vita e alla moltipli¬ 
cazione degli anaerobii. Ma la presenza 
di corpi porosi - quando non interven 
l’azione della sostanza stessa di cui 
sono formati - non è il fattore princi- 
cipale; questo deve essere invece una 
determinata tensione dell’ossigeno asso¬ 
ciata a un certo grado di disossida¬ 
zione del substrato colturale, oltre che 
racconcia costituzione di quest’ultimo. 
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Le mie ricerche d’altra parte han¬ 
no confermata l’utilità 4el solfito sodico 
come mezzo per ottenere dai brodi co¬ 
muni terreni adatti allo sviluppo degli 
anaerobii, e messa in maggior luce la 
speciale altività del ferro metallico per 
cotesto stesso scopo, suggerendo così 
un artifizio che può avere ta'lora qual¬ 
che utilità nella pratica batteriologica. 

Ricorderò per ultimo che nè il 
ferro metallico nè il solfito sodico gio¬ 
vano per le colture aerobiche in piastra 
degli anaerobii entro le comuni capsule 
di Petri : danno invece qualche buon 
resultato gli arlifizii proposti da W. J. 
Wilson (1) e da H. Henry (2) per ap- 

(1) Lancet, 12 Maggio 1917. 

(2) British med. Journal, 9 Giugno 1917. 


plicare il metodo dell’assorbimento del¬ 
l’ossigeno col pirogallato di potassio 
appunto a coteste colture. Assai meglio 
corrisponde però il procedimento di 
Fasiani e Aironi (3), che ottengono 

Tanaerobiosi rinserrando il mezzo cul¬ 
turale fra due fondi di capsule-di Petri e 

valendosi di un substrato allestito con 

fegato autolizzato. Del resto, il semplice 

infuso preparato con queslo autolizzato 

costituisce già, in presenza di ferro 

metallico, un ottimo- terreno liquido di, 

coltura per i comuni anaerobii. 


(3) loc. cit. 
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